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Niedermolekulare Fragmente der Hyaluronsaure zur Herstellung 

von Impf stof f en 



Die Erfindung betrifft die Verwendung von niedermolekularen 
Fragmenten der Hyaluronsaure in der Immuntherapie , insbesondere 
zur Herstellung von Zusammensetzungen, die in der Immuntherapie 
verwendet werden konnen . Solche Zusammensetzungen, die in der 
Immuntherapie einsetzbar sind, werden im Rahmen dieser 
Anmeldung allgemein als "Impfstof fe" bezeichnet. 

^^^^e Bereitstellung von dendritischen Zellen (DZ) erlangt bei 
der Therapie von verschiedenen Erkrankungen eine immer grofler 
werdende Bedeutung . Mit Hilfe der dendritischen Zellen ist es 
moglich, hochaktive Immunmodulatoren bereitzustellen, die mit 
verschiedenen Ant igenen , insbesondere Tumorant igenen , 

Viruspeptiden oder allergen wirkenden Verbindungen beladen 
werden konnen. Diese Zellen werden dann in der adoptiven 
Immuntherapie bei Patienten mit Tumoren, Viruserkrankungen oder 
Allergien eingesetzt. Es besteht daher in der adoptiven 
Immuntherapie ein erheblicher Bedarf an dendritischen Zellen, 
wobei diese dendritischen Zellen vorzugswej.se „ liber 
standardisierte, reproduzierbare und kostengiinstige Verfahren 
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bereitgestellt werden sollen. Diese Verfahren miissen unter 
GMP-/GLP-Bedingungen durchgef iihrt werden konnen. 

Aus dem Stand der Technik sind verschiedene Verfahren zur 
Erzeugung von dendritischen Zellen aus Stammzellen bekannt . 

Aus dem Knochenmark oder "dem ~ periphereri Blut von mit 
Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (G-CSF) behandelten 
Chemotherapie-Patienten konnen hamatopoetische Stammzellen 

^^soliert werden, die den Oberf lachenmarker CD34 aufweisen. 

Hese Stammzellen werden unter Zugabe verschiedener Zytokine 
kultiviert und die dendritischen Zellen werden nach einer 
verhaltnismaflig langen Kultivierungszeit erhalten. 

Mittlerweile gibt es Verfahren, dendritische Zellen in grofler 
Zahl in vitro aus Vorlauf erzellen des peripheren Blutes zu 
generieren (J. Immunol. Med. 1996, 196: 137-51; Exp. Hematology 
1997, 25: 232-36; Ann. Surgery 1997, 226: 6-16). 

Eine Studie an Melanompatienten unter Verwendung von nicht 
ausgereiften dendritischen Zellen des Standes der Technik zeigt 
Ansprechraten in 5 von 16 Patienten (Nature Medicine 1998, 4: 
^^8-32), bei alien Patienten konnten aber T-Zellen mit 
Mpezifitat fiir das an dendritische Zellen gekoppelte 
Melanomantigen induziert werden. Es besteht jedoch das Problem, 
daft bei zu geringer Peptidmenge oder in Hinblick auf ihre 
Bindungsstarke modif izierten Peptiden eine Toleranz gegen das 
injizierte Peptid induziert werden kann (J. Immunol. 1998, 160: 
4449-56). Im Hinblick auf eine Tumortherapie ware die Situation 
_fatal, statt einer Immunisierung de s Patienten wiirde diese 
Situation eine Tolerisierung gegeniiber den induzierten 
Tumorantigenen bewirken. Untersuchungen der Erfinder zeigten, 
dafl der Effekt auch nicht durch die Injektion einer groBeren 
Menge von dendritischen Zellen zu umgehen ist. Vielmehr ist fiir 
einen erf olgversprechenden Einsatz von dendritischen Zellen der 
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Grad ihrer Aktivierung bzw. Ausreifung ("Maturation") 
entscheidend . 

Ein Verfahren zur Ausreifung von dendritischen Zellen unter 
Einsatz von Monocyte Conditioned Medium (MCM) , Tumor necrosis 
factor alpha ( TNFa ) oder CD40-Ligation ist im Stand der 
Technik bekannt (J. Immunol. Methods 1996, 196: 121-135; J. 
Exp. Med. 1997, 185: 341-349; Blood 1998, 91: 4652-4661). Bei 
diesen Verfahren werden Monozyten aus peripherem Blut isoliert, 
e mit GM-CSF und IL-4 kultiviert werden. Zur vollstandigen 
sreifung der Zellen zu dendritischen Zellen miissen am Ende 
der Dif f erenzierungsphase weitere Zytokine zugesetzt werden. 

Die aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren weisen aber 
verschiedene Nachteile auf. Die verhaltnismaflig lange 
Kultivierungsdauer ist fur den Einsatz in der Klinik nicht 
geeignet . Dariiber hinaus konnen die hohen Kosten der Zytokine 
und die Chargenabhangigkeit der eingesetzten Zytokine 
nachteilig sein. 

Bei herkommlichen Vaccinierungen mit Antigenen oder Peptiden 
besteht auch ein Problem dahingehend, dafi haufig die 
unantwort zu schwach ist bzw. dafl, wie vorstehend erwahnt, 
ie Herstellung von ausgereiften dendritischen Zellen, die eine 
verbesserte Immunantwort bewirken konnten, zu aufwendig, zu 
kostspielig und nicht reproduzierbar genug ist. Bei der 
Vaccinierung von Tumorpatienten hat sich dariiberhinaus gezeigt, 
daJ3 sich mit einer lokalen Antigenin jektion zwar Immunantworten 
auslosen lassen, diese jedoch weitgehend auf die injizierte 
Extremitat oder sogar nur die nachste Lymphknotenstation 
beschrankt bleiben. Es besteht daher auch ein Bediirfnis nach 
einer Vaccinierungsstrategie , insbesondere fur Tumorpatienten, 
bei denen das Antigen auch systemisch gegeben werden kann, um 
so eine generalisierte Immunantwort zu induzieren. Die 
naheliegendste Losung dieses Problems, namlich die 
Verabreichung einer intravenosen Gabe von Peptid und einem 
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geeigneten Adjuvans, weist den Nachteil auf , daJ3 durch den 
Verdiinnungsef f ekt im peripheren Blut das Adjuvans innerhalb 
kurzester Zeit unwirksam wird. 

Diese Probleme konnen aufgrund des iiberraschenden Befunds 
gelost werden, da/3 niedermolekulare Hyaluronsauref ragmente 
vorteilhaft auf verschiedene Art und Weise" In der 
Immuntherapie, insbesondere zur Vaccinierung von 

Tumorpatienten, eingesetzt werden konnen. 

e vorliegende Erfindung stellt daher allgemein die Verwendung 
von niedermolekularen Hyaluronsauref ragmenten, die 

gegebenenf alls geeignet chemisch modifiziert sein konnen, zur 
Herstellung eines Impf stof f es , insbesondere zur Vaccinierung 
durch subkutane (s.c.), intrakutane (i.e.) und intravenose 
(i.v.) Vaccinierung, insbesondere zur Behandlung von 
Tumorpatienten zur Verfiigung. 

In einer ersten Ausf uhrungs f orm stellt die vorliegende 
Erfindung ein Verfahren zur Anreicherung von ausgereiften 
dendritischen Zellen zur Verfiigung, das folgende Schritte 
umf aflt : 

^ aus Blut werden mononukleare Zellen gewonnen, 

b) Zellen, die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisen, werden 
angereichert , 

c) die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden Zellen werden 
in— einem— Medium— kultiviert , das die Zytokine GM-CSF un d 

IL-4 beinhaltet, und 

d) die in Schritt c) erhaltenen Zellen werden mit Hyaluron- 
sauref ragmenten , die gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein konnen, kultiviert, urn die Ausreifung der Zellen zu 
dendritischen Zellen zu veranlassen. 




Die Erfindung betrifft ebenfalls Impfstoffe, die die 
entsprechend ausgereiften dendritischen Zellen enthalten, sowie 
die Verwendung der mit Hyaluronsauref ragmenten ausgereiften 
dendritischen Zellen zur Herstellung solcher Impfstoffe. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm betrifft die Erfindung 
Impfstoffe, die niedermolekulare Hyaluronsauref ragmente, die 
gegebenenf alls chemisch modifiziert sein konnen, als Adjuvans 
enthalten. 

einer weiteren Ausf iihrungsf orm betrifft die Erfindung 
Systeme, die ein Antigen oder Peptid, gegebenenf alls mit einem 
Tragersystem und daran gekoppelt ein niedermolekulares Hyalu- 
ronsauref ragment , das gegebenenf alls geeignet modifiziert sein 
kann, enthalten. In einer weiteren Ausf iihrungsf orm betrifft die 
Erfindung Impfstoffe, die ein derartig mit einem Hyaluron- 
sauref ragment modif iziertes Antigen oder Peptid enthalten. 

Besonders bevorzugt werden die erf indungsgemaflen Impfstoffe zur 
subkutanen (s.c), intrakutanen (i.e.) oder intravenosen (i.v.) 
Vaccinierung insbesondere von Tumorpatienten verwendet . 

^unachst wird im folgenden die erste Ausf iihrungsf orm der 
ptfindung, namlich das Verfahren zur Anreicherung von 
ausgereiften dendritischen Zellen mit Hyaluronsauref ragmenten, 
die gegebenenf alls geeignet modifiziert sein konnen, 
beschrieben, sowie die entsprechenden Impfstoffe, die diese 
ausgereiften dendritischen Zellen enthalten. 

Mononukleare Zellen konnen aus Blut mit Hilfe eines 
Dichtegradienten gewonnen werden, wobei in bevorzugter 
Ausf iihrungsf orm ein Leukozytenkonzentrat iiber einen Ficoll- 
Dichtegradienten aufgetrennt wird. 



In dem zweiten " Verf ahrensschritt werden die den 
Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden Zellen angereichert , 



bevorzugt mit Hilfe von wenigstens einem gegen den 
Oberf lachenmarker CD14 gerichteten Antikorper. Zum Einsatz 
kommen konnen hier die Magnet-aktivierte Zell-Sortierung (MACS) 
oder die Fluoreszenz-aktivierte Zell-Sortierung (FACS). Eine 
einfachere, jedoch nicht so effiziente Methode stellt die 
Anreicherung iiber Plas tikadhasion dar . 

Anschlieflend werden die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden 
Zellen in einem Medium kultiviert, das GM-CSF in einer 
nzentration von 5000 bis 10000 U/ml und IL-4 in einer 
nzentration von 100 bis 1000 U/ml aufweist. Gegebenenf alls 
konnen noch weitere geeignete Zytokine zugesetzt werden. 

Schliefllich werden die in dem Kultivierungsschritt erhaltenen 
Zellen mit Hyaluronsauref ragmenten kultiviert, wobei diese 
Fragmente 1 bis 5 0 Grundbausteine der Hyaluronsaure aufweisen. 
Ein Grundbaustein stellt ein Aminodisaccharid aus D- 
Glucuronsaure und N-Acetyl-D-glucosamin in pl-3-glycosidischer 
Bindung dar. Bevorzugt eingesetzt werden Hyaluronsauref ragmente 
mit jeweils 1 bis 10 Grundbausteinen . 

fie Kultivierung der den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden 
^llen erfolgt in einem Medium, das GM-CSF und IL-4 enthalt, 
evorzugt fur eine Dauer von wenigstens 72 h bis 7 Tagen. 
Hieran schlieJit sich die Kultivierung in Schritt d) fur 
wenigstens 4 8 Stunden mit Hyaluronsauref ragmenten an. Die 
Hyaluronsauref ragmente liegen bevorzugt in einer Konzentration 
von 1 bis 50 ^ig/ml und besonders bevorzugt in einer 
Konzentration von 10 bis 30 ^ig/rnl vor. 



Die vorliegende Erfindung betrifft also in einer 

Ausf uhrungsf orm die Verwendung von niedermolekularen 

Hyaluronsauref ragmenten fur die Ausreifung von dendritischen 
Zellen . 



Durch das erf indungsgemafie Verfahren konnen dendritische Zellen 
hergestellt bzw. angereichert werden. Die dendritischen Zellen 
sind Antigen prasentierende Zellen, die auf die Initiation der 
primaren Immunantwort spezialisiert sind. In den verschiedenen 
Stadien ihrer Entwicklung ubernehmen sie unterschiedliche 
Funktionen. In dem unreifen Zustand sind die dendritischen 
Zellen sehr effektiv beim Prozessieren von nativen Protein- 
Antigenen fur den MHC Klasse II-Weg. Reife dendritische Zellen 
sind dagegen weniger fur die Aufnahme von neuen Proteinen fur 
e Presentation geeignet, stimulieren aber daflir viel besser 
e ruhenden CD4 + und CD8 + T-Zellen hinsichtlich des Wachstums 
und der Dif f erenzierung . 

In vivo lauft die Reifung der dendritischen Zellen dann ab, 
wenn die unreifen dendritischen Zellen von den Stellen der 
Antigenauf nahme zu den T-Zell-Bereichen der lymphoiden Organe 
wandern. In vitro kann die Reifung in Kulturen von frisch 
isolierten dendritischen Zellen beobachtet werden. Die Reifung 
der dendritischen Zellen schlagt sich auch in Anderungen der 
Morphologie und des Phanotyps nieder. Die Charakterisierung und 
Dif f erenzierung der dendritischen Zellen erfolgt viblicherweise 
liber den Nachweis verschiedener Oberf lachenmarker . 

^lfgrund der natiir lichen Funktionen sind die dendritischen 
Zellen besonders geeignet, als naturliches Adjuvans bei der 
Impfung und Inununtherapie , insbesondere bei der Tumortherapie, 
eingesetzt zu werden. Dabei ist es fur den angestrebten 
therapeutischen Einsatz entscheidend , ausgereifte DZ ' s zu 
verwenden, die sich nach Reinfusion in den Patienten nicht 
wieder zu Makrophagen-ahnlichen Vorstadien zuriickdif f erenzieren 
konnen . 

Man geht nach derzeitigem Wissensstand davon aus, dafl die 
dendritischen Zellen im unreifen Zustand das Antigen 
(beispielsweise ein Tumorantigen) aufnehmen und anschlieflend 
das Antigen prozessieren. Dabei reifen die dendritischen Zellen 
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unci wandern zu den T-Zell-reichen Bereichen der sekundaren 
lymphoiden Organe . Reife dendritische Zellen exprimieren in 
hohem Malie MHC, co-stimulierende Molekiile und Adhasionsmolekiile 
auf ihrer Oberflache, wodurch eine Interaktion zwischen den 
dendritischen Zellen und den T-Zellen ermoglicht wird (T-cell 

clustering) Co-s t imul ator ische S ignale werden uber B7-CD28 und 

CD40-CD40-Liganden-Interaktionen iibertragen und durch die 
Produktion von Zytokinen, wie IFN-a, IFN-y und IL-12, die 
bekannterweise die zellular vermittelte Immunitat fordern, 
rstarkt . 

Nach derzeitigem Wissensstand scheint es wesentlich zu sein, 
dafl fiir die Induktion von primarer T-Zellantwort spezialisierte 
Antigen prasentierende Zellen vorhanden sind, da die 
Presentation von Antigenen an T-Zellen in Abwesenheit eines 
zweiten Signals (Co-Stimulation) entweder das Absterben der T- 
Zellen oder eine Antigen-spezif ische Toleranz bewirken kann. 

Die Vorteile des er f indungsgemaflen Verfahrens sind daher 
insbesondere darin zu sehen, dafi die dendritischen Zellen 
relativ einfach bereitgestellt werden konnen. Auflerdem miissen 

Inur verhaltnismaBig geringe Konzentrationen an kostspieligen 
^tokinen eingesetzt werden. Das erf indungsgemafie Verfahren 
ermoglicht die Bereitstellung einer Zellpopulation, die ganz 
iiberwiegend aus dendritischen Zellen besteht und, die sich in 
einem verhaltnismaBig einheitlichen (synchronen) 

Reif ungszustand befinden. Wenn die dendritischen Zellen fiir die 
Presentation von Antigenen eingesetzt werden sollen, konnen die 
geeigneten Antigene zu einem geeigneten Zeitpunkt zu den 
dendritischen Zellen zugegeben werden — und— die— Antigene— konnen 
dann von den dendritischen Zellen im Laufe des 
Reif ungsprozesses prozessiert werden. Die Antigene konnen 
entweder als Proteine, in Form von abgetoteten Zellen oder 
Zellpraparationen oder auch in Form von gentechnologisch 
modif izierten Zellen zugegeben werden. Wenn sich die 
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dendritischen Zellen in dem gewiinschten Zustand befinden, 
konnen sie fur die Therapie verwendet werden. 

Das erf indungsgema/ie Verfahren ist fur die Bereitstellung von 
autologen dendritischen Zellen geeignet. Der Begriff "autolog" 
bedeutet, dai3 die Ausgangszellen einem Spender (Patienten) 
entnommen werden. Diese Zellen werden dann in vitro 
erf indungsgemafi behandelt, urn dendritische Zellen zu gewinnen. 
Die angereicherten dendritischen Zellen werden dann 
gebenenfalls nach Kontakt mit dem Antigen demselben Spender, 
n dem sie urspriinglich herstammen, zuriickgegeben. 

Alternativ hierzu kann das Verfahren auch fiir die 
Bereitstellung von "allogenen" dendritischen Zellen verwendet 
werden. Hierbei werden die Zellen von einem Spender oder auch 
aus Blutkonserven, die von Blutspendediensten erhalten werden 
konnen, hergestellt und dann an andere Empf anger zuriickgegeben. 
Hierdurch konnen standardisierte dendritische Zellen 
bereitgestellt werden, die beispielsweise optimal mit einem 
Tumorantigen beladen sind. Insbesondere bei viralen Infektionen 
(HIV) kann so die zellulare Immunitat effektiv gesteigert 
werden . 

i f indungsgemafl werden zur Ausreifung der dendritischen Zellen 
Fragmente von Hyaluronsaure (HA), die gegebenenf alls geeignet 
modifiziert sein konnen, eingesetzt. Die Hyaluronsaure ist ein 
makromolekulares Polysaccharid, das als korpereigene Substanz 
vor allem in der Dermis zur Wasserspeicherung dient . 
Hyaluronsaure wird vor allem von Keratinozyten in den basalen 
Schichten der Oberhaut (Epidermis) sowie von Fibroblasten des 
Unterhaut-Bindegewebes produziert. Hyaluronsaure findet sich 
auch im Glaskorper von Augen, der Synovialf liissigkeit der 
Gelenke und ist ein Bestandteil des Bindegewebes . Bei niedrigen 
Konzentrationen bildet Hyaluronsaure eine hochviskose wafirige 
Losung . Die Hyaluronsaure ist eine hochmolekulare Verbindung 
mit einem Molekulargewicht zwischen 50000 Dalton und mehreren 
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Millionen Dalton. Der Grundbaustein der Hyaluronsaure ist ein 
Aminodisaccharid, das aus D-Glucuronsaure und N-Acetyl-D- 
Glucosamin in pl-3-glycosidischer Bindung besteht. Dieser 
Grundbaustein ist mit der nachsten Einheit pi-4-glycosidisch 
verbunden. Diese unverzweigte Kette der Hyaluronsaure besteht 
aus etwa 2000 bis 10000 derartiger - Grundeinheiten . Durch 
Hyaluronidasen werden p-glucosidische Bindungen hydrolisiert 
und die Hyaluronsaure wird so zu kleineren Bruchstucken 
bgebaut. Erf indungsgemafi werden bevorzugt die Hyaluronidase 
s Bullenhoden oder die aus Streptococcus hyaluronicus 
isolierte Hyaluronidase verwendet . Die erf indungsgemafi 
eingesetzten Hyaluronsauref ragmente werden bevorzugt zunachst 
mechanisch durch Scherkraft und/oder Ultraschall zerkleinert 
und anschliefiend erfolgt ein weiterer Abbau des Polysaccharids 
mit Hilfe einer geeigneten Hyaluronidase. Die gewunschten 
Fragmente mit bevorzugt 1 bis 50 Grundeinheiten werden 
anschlieflend durch geeignete Trennver f ahren isoliert. 



Die Hyaluronsauref ragmente konnen vor oder nach der Isolierung 
geeignet chemisch modif iziert werden. Eine Modif izierung nach 
der Isolierung ist bevorzugt. Als Modif ikationen konnen 
ispielsweise Veresterung, Salzbildung, Amidierung, Reduktion 
ner Sauregruppe zum Aldehyden oder Alkohol oder Abspaltung 
einer Sauregruppe genannt werden. Bevorzugt sind Salze und 
Ester der Hyaluronsauref ragmente , beispielsweise Alkali- und 
Erdalkalisalze und Ci-C 10 -, bevorzugt Ci-C 4 -Alkylester . Auch 
andere chemische Modif ikationen sind moglich und von einem 
Fachmann aufgrund seines Fachwissens ohne weiteres 
durchf uhrbar . 



Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfolgend 
beschriebenen Beispiele weiter erlautert. Bei der Durchf iihrung 
der Beispiele wurde besonders auf Verunreinigungen der 
Reagenzien mit Lipopolysacchariden ( Lp S) geachtet. 

Lipopolysaccharide sind Bestandteile aus der Zellwand Gramm- 



negativer Bakterien. Schon kleinste Verunreinigungen mit 
Lipopolysacchariden reichen aus, um Monozyten bzw. CD14 - 
Stammzellen des peripheren Blutes irreversibel zu aktivieren. 
Daher wurde bei den erf indungsgemafl durchgef iihrten Versuchen 
darauf geachtet, einen Schwellenwert von 0,01 ng/ml 
Lipopolysaccharid zu unterschreiten, der erf ahrungsgemafi keinen 
EinfluJ3 auf Monozyten, CD14 + Stammzellen oder dendritische 
Zellen hat. 

^pis piel 1 : Zellisolation 

a ) Gewinnung von mononuklearen Zellen (PBMCM 

Ein Leukozytenkonzentrat (Buffy coat) von einem gesunden, 
humanen Spender wurde iiber einem Dichtegradienten mit Ficoll- 
Hyperpaque plus (Pharmacia, Uppsala, Schweden) durch 
Zentrifugation aufgetrennt. Die mononuklearen Zellen (PBMC) 
lagern sich dabei in der Interphase des Gradienten ab, rote 
Blutkorperchen ( Erythrozyten) sowie neutrophile Granulozyten 
befinden sich unter dem Gradienten und wurden verworfen. 
Ficoll-Hyperpaque plus ist ein Gemisch von makromolaren Zuckern 
zellularer Herkunft, ist aber vom Hersteller auf den LPS-Gehalt 
^ptestet (Endotoxin-Gehalt >0,001 ng/ml). Dieser Wert konnte in 
R-genen Tests bestatigt werden. 

b) Markieruna der CD14-positiven Zellen 

Zur weiteren Aufreinigung der Monozyten wurden die PBMC fur 
45 min. mit anti-CD 14-mAK inkubiert. Darauf hin wurde mit PBS 
gewaschen und das Zellpellet in 2 ml MACS-Puffer resuspendiert . 
MACS® (Miltenyi, Biotech, Bergisch Gladbach) = Magnetic 
activated Cell sorting; Eine Methode zur Aufreinigung von 
Zellen iiber an Metallkiigelchen gebundene Antikorper; Markierte 
Zellen bleiben in der magnet ischen .Saulenmatrix hangen.. _ [ PBS 
w/o Ca 2+ /Mg 2+ (Gibco) mit 5 mM Ethylendinitrilotetraessigsaure 
(EDTA) und Rinder-Serumalbumin (BSA); pH 7,2 durch Zugabe von 
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HC1 eingestellt ] . Durch Zugabe von EDTA wird das Klumpen der 
Zellen verhindert, was wichtig fiir die Aufreinigung in der 
Saule ist. Nun wurden die Zellen mit 50 nl Ziege-anti-Maus-IgG 
Microbeads unter den gleichen Bedingungen inkubiert, 
anschlieflend mit MACS-Puffer gewaschen, zentrif ugiert und in 
5 ml MACS-Puffer resuspendiert . 

c ) Anreicheruna der CD14-positiven Ze llen iiber MACS 



e Anreicherung erfolgte bei 4°C. Die VS+®Saule wurde in den 
£S-Magneten (beides Miltenyi) eingesetzt und zunachst mit 
5 ml MACS-Puffer gewaschen. Zur Gewinnung einer 
Einzelzellsuspension wurden die Zellen durch ein Zellsieb 
(30 iim Maschenweite; Miltenyi) passiert und auf die Saule 
aufgetragen. Die Negativf raktion aus unmarkierten Zellen, die 
magnetisch nicht in der Saulenmatrix festgehalten wurden, 
lief en durch und wurden verworfen. Die Saule wurde noch zweimal 
mit jeweils 5 ml MACS-Puffer gewaschen, urn eine moglichst reine 
Positivf raktion zu erhalten. AnschlieJiend wurde die Saule aus 
den Magneten genommen und die spezifisch iiber Microbeads in der 
Matrix f estgehaltenen Zellen unter Druck mit 5 ml Puffer in ein 
teriles Rohrchen gespiilt. Die erhaltenen Zellen wurden in der 
Lbauerkammer ausgezahlt. In der Regel konnten durch diese 
[ethode aus einem Buffy-coat 3-5 x 10 7 CD14-positive Zellen 
(Monozyten) gewonnen werden, mit einer Reinheit >90 %. Diese 
Zellen lassen sich vollstandig durch Zytokinzugabe in DZ 
umwandeln . 



Beispiel 2 : Zellkultur 

Die isolierten CD14-positiven Zellen wurden in 12 ml c-RPMI 
[(cRPMI: "RPMI 1640" (Gibco, Paisley, Schottland) mit 10 % 
Hitze-inaktiviertem fotalen Kalberserum, 1 % L-Glutamin und 1 % 
Penicillin-Streptomycin), alle Bestandteile enthalten weniger 
als 0,025 internationale Endotoxineinheiten/ml (Richtwert fiir 
Aqua ad in jectabilia ) ] aufgenommen. Urn sie zu dendritischen 



m 
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Zellen (DCs) ausreifen zu lassen, wurde ihnen humanes GM-CSF 
fur die klinische Anwendung (Leukomax 4 00®, Sandoz AG, 
Niirnberg) in einer Konzentration von 8000 Einheiten/ml Medium 
und IL-4 (Genzyme, Riisselsheim, Charge auf LPS-Gehalt getestet: 
<0,001 ng/ml) in einer Konzentration von 500 Einheiten/ml 
Medium zugegeben. Dann wurde die Zellsuspension in einer 
Six-Well-Platte zu jeweils 2 ml auspipettiert und im 
Brutschrank bei 37 °C und 5 % C0 2 kultiviert. Am vierten Tag 
wurden nochmals 2 ml/well c-RPMI mit GM-CSF und IL-4 
zugegeben . 

Beispiel 3; Hyaluronsaurepraparationen 

a) Fraktionieruna von Hyaluronsaure und Auf trennung der 
Fragmente 

Auf gereinigte Hyaluronsaure (HA) aus Hahnenkammen (Healon®; 
Pharmacia, fiir den klinischen Einsatz bestimmt, Endotoxin- 
Gehalt >0,001 ng/mg) wurde zunachst mit einem Ultraschallgerat 
(Branson Sonifier) fiir 2 min. in groflere Bruchstiicke gespalten. 
Urn diese Bruchstiicke weiter zu zerkleinern, wurde ihnen 
^Kyaluronidase (Typ I aus Rinderhoden; Sigma) zugesetzt. Die 
^^Bbaktionslosung wurde mit Natriumacetat auf pH 5 eingestellt, 
bei 37 °C fiir 12 Std. inkubiert und anschliefiend durch Erhitzen 
auf 90°C inaktiviert. Die erhaltenen Fragmente wurden nun nach 
ihrer Grofie aufgetrennt. Dazu wurden sie in einer 1,5 m langen 
Glassaule auf ein Polyacrylamidgel (Bio-Gel P-10, Bio-Rad, 
Miinchen) geschichtet. Als Spiilf liissigkeit diente Aqua 
bidestillata, unter der Saule nahm ein Fraktionssammler 
(Pharmacia) alle 20 min. die Fraktionen auf. Die Rohrchen 
wurden verschlossen, kiihl und lichtgeschiitzt gelagert. 
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b) Detektion der Grofle der Hyaluronsau ref raomente 

1. grofiere Bruchstiicke nach Ultraschallzerkleinerung 

Sonifizierte HA wurde in einem 5 %igen Agarosegel mittels 
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Polysaccharidbanden wurden 
im Gel durch Farbung mit Stains-all (3,3' -biethyl-9-methyl- 
4 , 5 , 4 ' , 5 ' -dibenzothiacarbo-cyanin; Sigma) sichtbar gemacht. Die 
so erhaltenen Fragmente haben eine Grofle von 10.000 bis 

2. klelne Fragmente nach zusatzlicher Hyaluronidaseverdauung 
ANTS-Markierung : 

Zunachst muflten die einzelnen Proben mit dem Fluorophor ANTS 
markiert werden [ANTS-Losung : 0,15 M 8-Aminonaphtalen-l , 3 , 6- 
Trisulfonsaure Dinatriumsalz in Essigsaure/Wasser (3/17, v/v) , 
durch langsames Erhitzen auf 60°C gelost] . ANTS markiert jedes 
Zuckermolekul am Kettenende . Die kleinen Fragmente wurden 
ebenfalls mittels Gelelektrophorese unter Verwendung eines 30 % 
Acrylamidgels aufgetrennt. Das Gel konnte nun unter UV-Licht 
»NTS-Farbstof f ) sichtbar gemacht und photographisch 
Bokumentiert werden. 

c ) Quantitative Bestimmuna der Hyaluronsaurek onzentration nach 
der Fragment ierung und Auftrennuna 

Es wurden von jeder Probe 0,1 ml abgenommen und im Eisbad mit 

-0,6 ml F-arbelos.ung (_5_,_2 g di-Natrium-Tetraborat in 1 1 

konzentrierter Schwef elsaure ) gemischt. Nun wurden jeweils 
0,02 ml 0,1 % Carbazol in Ethanol zugegeben, gemischt und 
abermals 10 min, lang gekocht. Nach dem Abkuhlen auf 
Zimmertemperatur konnte die HA-Konzentration photometrisch bei 
520 run bestimmt werden. Als Leerwert diente Aqua dest., als 
Standard 0,2 HA/ ml in Aqua dest. 




Beispiel 4: Zellstimulation 

Zur Stimulation wurden den Zellen am vierten Tag der 
Kultivierung unterschiedliche HA-Fragmente in einer 
Konzentration von 0,025 mg/ml (25 ng/ml) Medium zugesetzt. Als 
Positivkontrolle dienten Lipopolysaccharide (LPS) von 
Escherichia coli Serotyp 0177 (Sigma). 

Ergebnisse: 

^^^j Auftrennung der erhaltenen Fragmente mittels 
Gelelektrophorese und ANTES -Farbung . Die erf indungsgemafi 
verwendeten Fragmente weisen eine Grofie von 2 bis hin zu 12- 
fach-Zuckern auf. Die Konzentrationsmessung ergab Werte von 
etwa 1 mg/ml gespaltene HA. Eine weitere Aufspaltung dieser 
Fraktion in einzelne Zucker ist prinzipiell mittels einer HPLC 
(High Pressure Liquid Chromatography) moglich. Die Ergebnisse 
lassen den Schlufl zu, dafl besonders die kleinen Fragmente fiir 
die Stimulation verantwortlich sind. 

2) Einflufi der DC-Stimulierung mittels HA-Fragmenten auf die 
Expression von Oberf lachenmarkern . 

^■Rser die FACS Abbildungen kann die Oberf lachendichte 
verschiedener Rezeptoren mittels Antikorper festgestellt 
werden. Integriert man die Flache unter den Kurven, erhalt man 
die sogenannte MFI (Mean fluorescence intensity). Diese Werte 
sind in der Tabelle 1 fiir verschiedene Rezeptoren aufgelistet. 



Tabeile i 




Tabelle 1 



200 300 

*) unbehandelte unreife DZ ' s , Tag 4 



75 100 




Zur Bedeutung der einzelnen, in Tabelle 1 auf gef iihrten 
Oberf lachenmarker : 

ICAM-1 ist ein fast ubiquitar vorkommendes InterCellulares 
.dhasionsMolekul . Die Ergebnisse zeigen eine leichte 
,uf regulation, wie sie bei verschiedensten Arten der 
Zellaktivierung beobachtet wird. CDla ist ein Marker fur 
dendritische und Langerhanszellen der Haut; wahrend Monozyten 
ausschliefllich CD14 exprimieren, konunt es im Laufe der 
Ausreifung immer mehr zum Verlust von CD14 und Expression von 
CDla. LPS, HA-Fragmente und MCM-Medium drangen diesen Prozefi 

wi-eder le-icht zuriick, fun ktionelle Konsequenzen dieser 

Regulation sind aber nicht bekannt . 



Tabelle 2: 




so 



Tabelle 2 zeigt die Stimulierung anderer Oberf lachenmarker 
(CD44s, CD83 und CD115). Weiteres Anzeichen der DZ-Ausreif ung 
sind eine Herunterregulation von CD115 (dem G-CSF Rezeptor) 
sowie eine Auf regulation von CD83, eine funktionelle Relevanz 
ieser Veranderungen ist noch nicht bekannt . In der Tabelle 2 
st deutlich zu sehen, da/5 die Kriterien der DZ-Ausreif ung 
durch Stimulation mit kleinen HA-Fragmenten voll erfullt 
we r den . 



CD44 ist ein Adhasionsmolekiil , eine beschriebene Funktion ist 
die Bindung von HA. 



• • • • 
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Tabeile 3 




*) unbehandelte unreife DZ ' s , Tag 4 

Tabeile 3 zeigt die Expression von weiteren Oberf lachenmarkern . 



Neben den Reif ungsmarkern sind hier Faktoren dargestellt , die 
fur die Funktion der Antigen Presentation, d.h. der Stimulation 
von T-Lymphozyten eine entscheidende Rolle spielen. Hierzu 
k ahlen das MHC Klasse II Molekul HLA-DR sowie die beiden 
stimulatorischen Faktoren B7-1 und B7-2. Ohne die 
5uf regulation dieser Faktoren ist auch ein Einsatz der DZ in 
den oben beschriebenen Anwendungen nicht sinnvoll. 
Erf indungsgemafi wurde eine deutliche Auf regulation aller 
Faktoren nach Behandlung mit HA-Fragmenten gefunden, 
vergleichbar mit der maximalen Stimulation nach LPS-Gabe. 



Beispiel 5 



Urn die vermehrte Expression von Oberf lachenmolekulen 
funktionell darzustellen, wurden die DZ vorstimuliert und fur 
5 Tage mit auf gereinigten naiven allogenen T-Zellen inkubiert, 
die ebenfalls aus Leukozytenkonzentrat (buffy coats) gewonnen 
wurden (sog. mixed leukocyte reaction, MLR). Je nach 
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stimulatorischer Kapazitat der DZ's kommt es dabei zu mehr oder 
weniger ausgepragter T-Zellprolif eration, die mittels Einbau 
von radioaktiven H-Thymidin bestimmt wurde. Es wurden die 
radioaktiven Counts per minute (Cpm) der einzelnen Proben 
dargestellt, die direkt mit der stattgef undenen T- 
Zellprolif eration korreiieren. Man sieht, dafl DZ's, die mit 
kleinen HA-Fragmenten behandelt wurden, deutlich potentere 
APC's sind, vergleichbar mit dem fiir LPS-Stimulation erhaltenen 

I Wert (dargestellt in Tabelle 4 B) • 
IRich dieses Beispiel belegt, daJ3 erf indungsgemafi mit kleinen 
HA-Fragmenten zwischen 2-12 UDP-Zuckermolekiilen eine deutliche 
Ausreifung von DC erhalten wird, die durchaus vergleichbar ist 
mit publizierten Daten anderer Methoden. Eine strenge 
Abhangigkeit von einem einzelnen Zucker erscheint 
unwahrscheinlich, jedoch haben grofiere Molekiile (20-30 UDP- 
Zucker) of f ensichtlich keinen Einflufi, da die erf indungsgemafi 
eingesetzten Fraktionen keine Unterschiede in der Wirkung 
zeigen, auch wenn sie groBere Fragmente enthalten. Geschallte 
HA hat ebenfalls keinen Effekt. 




Beispiel 6 

nteressanterweise ist der erf indungsgemafle Effekt 
of f ensichtlich spezifisch fiir DZ f s, da mit Interf eron-gamma 
(IFNy) behandelte Monozyten, die zu Makrophagen ausreifen, 
keine Steigerung ihrer stimulatorischen Kapazitat nach 
Behandlung mit HA-Fragmenten zeigen (siehe Tabelle 4 A). 



Tabelle 4 



unbehandelt 

beschallt HA 
Frag. 45 
Frag. 17 
Frag. 14 
LPS 




0 50000 0 100000 

CPM 



Frag. 45: In der Gelelektrophorese kein Nachweis von kleinen 

HA-Fragmenten, im Uronsaure-Assay weniger als 0,001 mg HA 
Negativf raktion zum Ausschlufl einer Wirkung von 
Saulenbestandteilen . 



ag. 17: In der Gelelektrophorese liegen die grofiten nach- 

weisbaren Banden bei ca. 16-fach Zuckern, stark vertreten 
sind Zucker bis zu einer Grofie von 6-fach Zucker. 
Uronsaure-Assay: 1 mg/ml . 



Frag. 14: Gelelektrophorese: bis ca. 22-fach Zucker, starke 
Banden bis 10-fach Zucker, Uronsaure-Assay: 1 mg/ml. 



Beispiel 7 



In diesem Beispiel wird gezeigt, da/5 uberraschenderweise durch 
niedermolekulare Hyaluronsauref ragmente ausgereif te 

dendritische Zellen herkommlichen dendritischen Zellen in der 



Induktion einer pept idvermittelten Hapten spezifischen 
Immunitat iiberlegen sind. 



Mausen (C57/BL6, weiblich, 6-12 Wochen, 60 Stuck, 5 Mause pro 
experimentelle Gruppe, 20 g pro Maus) wurden dendritische 
Zellen injiziert, die zuvor mit einem synthetisch hergestellten 
Protein mit definierter Aminosaure-Sequenz , einem Peptid 
(SIINFEK*L, SIIK*FEKL; * = TNP-Lysin) , behandelt wurden. Das 
Peptid ist so gewahlt, da/3 es direkt mit der 

ktigenbindungsstelle von MHC-Molekulen auf der Zelloberf lache 
n Antigen Prasentierenden Zellen reagieren kann; das heifit, 
es wird unmittelbar nach der Zugabe von dendritischen Zellen 
auf ihrer Oberf lache prasentiert. An dieses Peptid wiederum ist 
das Hapten Trinitrophenyl (TNP) gekoppelt, das die antigene 
Determinante darstellt. Das heifit, eine T-Zelle, die iiber das 
von der dendritischen Zelle prasentierte an Trinitrophenyl 
gekoppelte Peptid aktiviert wird, wird reaktiv gegen 
Trinitrophenyl bzw. chemische Strukturhomologe des 

Trinitrophenyl , wie z.B. das wahrend der weiter unten 
ausgefiihrten Auslosungsphase (Challenge) verwendete Trinitro- 
Chlorobenzen (TNCB) . Die Starke der Trinitrophenyl-spezif ischen 
T-Zellreaktion richtet sich in diesem System dementsprechend 
kch dem Grad der dendritischen Zellaktivierung ; bzw. der 
Kffektivitat mit der das an Trinitrophenyl gekoppelte Peptid 
von den dendritischen Zellen den T-Zellen prasentiert wird. Die 
Methode stellt ein anerkanntes Model 1 zur in vivo Untersuchung 
von Mechanisraen dar, die wahrend der T-Zellaktivierung eine 
Rolle spielen. 

Entsprechende Verfahren sind beispielsweise in den 
Druckschrif ten J. Invest. Dermatol. 1998, 110: 441-48; Eur. J. 
Immunol. 1995, 25: 92-101 und J. Immunol. 1993, 151: 678-87 
genauer beschrieben . 



Die injizierten dendritischen Zellen losen innerhalb einer 
Woche eine T-Zell vermittelte Immunantwort aus . Das heifit, sie 



migrieren nach der Injektion in die lymphatischen Organe und 
losen dort die oben beschriebene T-Zellaktivierung aus. Die 
Effizienz der erfolgten Immunisierung kann nach dieser Zeit 
anhand einer Ohrschwellungsreaktion, die durch direkte 
Applikation (Ohrpinselung mit einer l%igen TNCB-Losung) eines 
Trinitrophenyl-Analogons , in unserem Fall Trinitro-Chlorobenzen 
(TNCB) , auf das Ohr quantif iziert werden. Diese Behandlung lost 
innerhalb von 24h eine Entziindungsreaktion aus, deren Starke 
von der Anzahl der in der Haut liegenden Memory T-Zellen 

•hangt. Die Ohrschwellungsreaktion wird in als Dichtenzunahme 
s Ohres in urn gemessen. Die Ergebnisse sind in der folgenden 
Tabelle 5 zusammengef afit . 

Tabelle 5 




0 5 10 15 20 25 30 



In diesem System konnte eine deutliche Steigerung der 
Ohrschwellungsreaktion nach Vorbehandlung der dendritischen 
Zellen mit niedermolekularen Hyaluronsauref ragmenten 

nachgewiesen werden. Die Injektion von unbehandelten 



dendritischen Zellen (Gruppe 6) lost eine kaum nachweisbare 
Ohrschwellungsreaktion aus, ebenso wie die alleinige 
Vorbehandlung mit hochmolekularer Hyaluronsaure (Gruppe 4) oder 
niedermolekularen Hyaluronsauref ragmenten (Gruppe 2). Werden 
die dendritischen Zellen mit Hapten-Peptid vorbehandelt (Gruppe 
5), ergibt sich eine deutliche Ohrschwellungsreaktion von ca. 
0,15 mm. Die T-Zellantwort laflt sich durch zusatzliche 
Vorbehandlung der dendritischen Zellen mit niedermolekularen 
Hyaluronsauref ragmenten signifikant verbessern und zeigt eine 

Krschwellungsreaktion von ca. 0,24 mm (Gruppe 1). Eine 
rbehandlung mit hochmolekularer Hyaluronsaure und Hapten- 
Peptid dagegen (Gruppe 3) zeigt keine signifikante Verbesserung 
gegeniiber der unbehandelten Kontroll-Gruppe 5. 



Beispiel 8 

In diesem Beispiel wurden iiber ein Mausmodell mit Spezifitat 
fiir das Lympho-Choriomeningitisvirus (LCMV) Vaccinierungen mit 
dendritischen Zellen, die mit niedermolekularen 

Hyaluronsauref ragmenten behandelt worden waren, zur Induktion 
einer antiviralen Immunitat getestet. Das verwendete 
Testverf ahren ist im Prinzip aus der Druckschrift J. Virol. 
|98, 72: 3812-18 bekannt . 

Auf gleiche Art und Weise wie in Beispiel 7 wurden dazu* 
dendritische Zellen mit GP-33 behandelt, einem Peptid, welches 
fiir die antigene Determinante eines Oberf lachen-Antigens des 
LCM-Virus kodiert , und der Maus intravenos injiziert. Dies 
bewirkt, wie zuvor geschildert, je nach Aktivierungsgrad bzw. 
Vorbehandlung der dendritischen Zellen eine mehr oder minder 
effektive Immunisierung des Tieres gegeniiber LCMV. Die 
Effektivitat der Immunisierung wurde dann nach einer Woche 
durch Impfung der Maus mit dem kompletten LCMV ermittelt. Eine 
erfolgreiche Immunisierung gegen das Virus laflt sich in Form 
einer klonalen Expansion von GP-33 spezifischen T-Zellen im 
Blut und den lymphatischen Organen der behandelten Tiere 



ablesen. In einem weiteren Assay wird die Bestimmung der Virus- 
Last (Anzahl der Viren) im peripheren Blut bestimmt. 

In einer zweiten Ausf iihrungsf orm, die im folgenden beschrieben 
werden wird, stellt die Erfindung einen Impfstoff zur 
Verfiigung, der zumindest ein Antigen oder Peptid enthalt und 
ein niedermolekulares Hyaluronsauref ragment , das gegebenenf alls 
modifiziert sein kann, als Immunantwortverstarker (Adjuvans). 
Uberraschend wurde gefunden, da/3 niedermolekulare 

aluronsauref ragmente, die gegebenenf alls modifiziert sein 
nnen, vorteilhaft als Adjuvans bei der direkten Vaccinierung 
mit Antigenen oder Peptiden verwendet werden konnen . 

Bei dieser Methode wird ein Impfstoff (Vaccin) , der das Antigen 
enthalt, dem Patienten subkutan (s.c), intrakutan (i.e.) oder 
auch intravenos (i.v.) injiziert. Das injizierte Antigen wird 
von korpereigenen Antigen Prasentierenden Zellen (APZ) z.B. den 
dendritischen Zellen aufgenommen und in den regionalen 
Lymphknoten prasentiert, was eine antigenspezif ische 
Immunantwort auslost. Uberraschend konnte gezeigt werden, daii 
die gleichzeitige Injektion von niedermolekularen 

Hyaluronsauref ragmenten, die gegebenenf alls chemisch 

•difiziert sein konnen, die Immunantwort durch die 
krutierung, Aktivierung und Reifung von APZ an der 
Einstichstelle verstarkt . 

Die niedermolekularen Hyaluronsauref ragmente bzw. deren 
chemische Modif ikationen sind bereits bei der ersten 
Ausf iihrungsf orm der Erfindung ausfiihrlich beschrieben worden. 

Die in d ie s er zwei ten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 

einsetzbaren niedermolekularen Hyaluronsauref ragmente bzw. 
deren chemische Modif ikationen sind die gleichen wie bei der 
ersten Ausf iihrungsf orm beschrieben. Die Herstellung erfolgt 
ebenfalls wie vorstehend beschrieben. 



Der er f indungsgemafle Impfstoff gemafi der zweiten 
Ausf iihrungsf orm kann im Prinzip jedes Antigen oder Peptid, das 
eine Immunantwort hervorrufen soil, enthalten. Die 
Hyaluronsauref ragmente bzw. die chemischen Modif ikationen davon 
sind bevorzugt in der gleichen Losung enthalten, in der auch 
das Antigen oder Peptid enthalten ist. Es ist aber auch 
moglich, das Antigen oder Peptid separat von den 
niedermolekularen Hyaluronsauref ragmenten bzw. deren chemischen 
Modif ikationen zu verabreichen . Ein Impfstoff, der sowohl das 
tigen bzw. Peptid als auch das niedermolekulare 
aluronsauref ragment , das gegebenenf alls chemisch modif iziert 
sein kann, enthalt, enthalt das Antigen bzw. Peptid in einer 
Konzentration von ca. 1 bis 1000 |ig/ml, bevorzugt in einer 
Konzentration von 10 bis 100 *ig/ml und das niedermolekulare 
Hyaluronsauref ragment bzw. dessen chemische Modif ikationen in 
einer Konzentration von 10 ng/ml bis 1000 \xg/ml f bevorzugt in 
einer Konzentration von 10 yiq/ml bis 100 jig/ml, z.B. 30 ^g/ml. 
Eine geeignete tagliche Dosierung an Antigen oder Peptid 
betragt z.B. 1 bis 1000 ng/Tag, bevorzugt 10 bis 100 ng/Tag und 
die tagliche Dosierung an den niedermolekularen 
Hyaluronsauref ragmenten bzw. deren chemischen Modif ikationen 
kann z.B. 10 ng/Tag bis 1000 ng/Tag, bevorzugt 10 pig/Tag bis 
3 ^g/Tag, z.B. 30 jig/Tag, betragen. 

Die erf indungsgemafien Zusammensetzungen konnen aufler dem 
Antigen bzw. den Peptiden und den niedermolekularen 
Hyaluronsauref ragmenten, die gegebenenf alls chemisch 

modif iziert sein konnen, noch weitere im Stand der Technik 
bekannte Hilfsstoffe enthalten, z.B. Freundsches Adjuvans . 

Erf indungsgemafl kann die Verabreichung und Verwendung der 
niedermolekularen Hyaluronsauref ragmente bzw. deren chemische 
Modif ikationen erfolgen wie es auf dem Fachgebiet iiblich und 
dem Fachmann gelaufig ist. 



Das folgende Beispiel erlautert diese zweite Ausf uhrungsf orm 
der Erfindung. 



Beispiel 9 

Zur Uberprufung der in vivo Wirksamkeit von niedermolekularen 
Hyaluronsauref ragmenten wurde gesunden Probanden ( N=3 ) 100 |il 
einer 1 mg/ml Praparation von niedermolekularen Hyaluronsaure- 
f ragmenten (eine Grundeinheit und Fragmente mit 2 bis 2 0 
undeinhelten) und als Kontrolle 100 |il isotoner 
chsalzlosung (0,9% NaCl) an zwei aufeinander folgenden Tagen 
subkutan injiziert. Am Tag drei wurden Stanzbiopsien entnonunen 
und die Praparate immunhistologisch auf gearbeitet . Schon nach 
24 h zeigte sich klinisch nach subkutaner Injektion von 
niedermolekularen Hyaluronsauref ragmenten eine leichte 
Entziindungsreaktion in Form einer diskreten Rotung urn die 
Einstichstelle, sowie ein deutliches Infiltrat, welches 
iiberwiegend aus aktivierten "maturen" ( ausgereif ten) 
dendritischen Zellen besteht. In Tabelle 6 sind die Ergebnisse 
der immunhistologischen Praparate zusammengef afit . Die in die 
Dermis inf iltrierenden Zellen wurden unter dem Mikroskop unter 
40-facher Vergrofierung mittels eines Raster-Okulars ausgezahlt, 

•p Praparat wurden 3 x 12 Felder gezahlt und daraus die Anzahl 
r inf iltrierenden Zellen pro mm 2 errechnet . Tabelle 6 zeigt 
die deutliche Zunahme von inf iltrierenden Zellen schon 24 h 
nach der Injektion von niedermolekularen Hyaluronsauref ragmen- 
ten, im Gegensatz dazu zeigt die parallel durchgef uhrte 
Kontrollin jektion keinen solchen Effekt. Die genaue Immun- 
Phanotypisierung des Infiltrats zeigt ein deutliches Uberwiegen 

von-CDla_sowie_HLA-DR positiven Zellen an den niedermolekular en 

Hyaluronsauref ragmenten behandelten Stellen, das heiflt die 
Zellen zeigen den Phanotyp von reifen dendritischen Zellen. 
Eine deutliche Zunahme von Lymphozyten oder einzelnen 
Subklassen (CD19 = B-Zellmarker , CD3 = T-Zellmarker , CD4 = T- 
Helferzellmarker , CD8 = markiert zytotoxische T-Zellen) ist 
zumindest in dem beobachteten Zeitraum nicht f estzustellen 



(Tabelle 6), Im deutlichen Gegensatz zu diesem Befund zeigt das 
Infiltrat nach Kontroll-In jektion von isotoner Kochsalzlosung 
eine wesentlich homogenere Verteilung, vergleichbar mit der 
Verteilung der einzelnen Subklassen wie sie bei einer 
unspezif ischen Entziindungsreaktion gefunden wird (Tabelle 6). 



Tabelle 6 



Beobachtungszeitraum 


24 h 


24 h 


48 h 


48 h 


kens 


s-HA Frag. 


0,9% NaCl 


s-HA Frag. 


0,9% NaCl 


Bnf iltrieregde 
Zellen / mm 


365 


123 


453 


235 


CDla positiv 


89% 


49% 


78% 


42% 


HLA-DR positiv 


75% 


34% 


83% 


45% 


CD3 positiv 


23% 


44% 


28% 


52% 


CD4 positiv 


15% 


26% 


17% 


40% 


CD8 positiv 


6% 


8% 


8% 


15% 


CD19 positiv 


2% 


1% 


1% 


3% 



Das Beispiel belegt, da/5 niedermolekulare 

Hyaluronsauref ragmente of f ensichtlich neben der potenten 
tivierung von dendritischen Zellen in vitro gemaJ3 der ersten 
!sf uhrungsf orm der Erfindung auch eine gerichtete Immigration 
von aktivierten dendritischen Zellen an die In jektionsstelle in 
vivo hervorrufen kann. Diese dendritischen Zellen migrieren 
dann nach Aufnahme von koin jizierten bzw. an niedermolekulare 
Hyaluronsauref ragmente gekoppelte Antigenen/Peptiden zu den 
regionalen Lymphknoten, wo sie eine spezifische T-Zell 
vermittelte Immunantwort induzieren konnen. 

Im folgenden wird die dritte Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
beschrieben, gemaB der Impfstoffe zur Verfiigung gestellt 
werden, die ein System enthalten, in dem die niedermolekularen 
Hyaluronsauref ragmente bzw. deren chemische Modif ikationen an 
ein Antigen oder Peptid gekoppelt sind. Durch diese 
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Ausf iihrungsf orm der Erfindung wird insbesondere das Problem 
gelost, dafl sich mit einer lokalen Antigenin jektion zwar 
Immunantworten auslosen lassen, diese jedoch weitgehend auf die 
injizierte Extremitat oder sogar nur die nachste 
Lymphknotenstation beschrankt bleiben. Mit den 

erf incLungs^emaflen Impfstoffen gemafl der dritten Ausf iihrungsf orm 
ist es moglich, das Antigen auch systemisch z.B. intravenos zu 
verabreichen, ohne dafl das Adjuvans (die niedermolekularen 
Hyaluronsauref ragmente, die gegebenenf alls chemisch modifiziert 
kein konnen) durch den Verdunnungsef f ekt im peripheren Blut 
Mlnerhalb kurzer Zeit unwirksam wird. 

Die niedermolekularen Hyaluronsauref ragmente bzw. deren 
chemische Modif ikationen sind die gleichen wie bereits bei der 
ersten Ausf iihrungsf orm beschrieben und konnen auf die gleiche 
Art und Weise hergestellt werden. 

Als Antigen oder Peptid, gegebenenf alls mit einem Tragersystem, 
konnen iiblicherweise in Impfstoffen, bevorzugt in Impfstoffen 
zur Tumortherapie , eingesetzte Antigene oder Peptide genannt 
werden . 

b Art und Weise der Kopplung zwischen niedermolekularem 
aluronsauref ragment , das gegebenenf alls chemisch modifiziert 
sein kann und Peptid oder Antigen, gegebenenf alls mit einem 
Tragersystem, ist nicht besonders eingeschrankt . Bevorzugt 
findet die Kopplung durch chemische kovalente Bindung von 
Antigen oder Peptid mit dem Adjuvans ( niedermolekulares 
Hyaluronsauref ragment oder chemische Modifikation davon) statt, 
oder — durch — den — gemeinsamen — E-ins.chl.ufl- vo n Antigen bzw. Peptid 
und Adjuvans in einer Mikrosphare, wie sie z.B. in Cancer Res. 
1998, 58: 3385-90 beschrieben ist. 



Besonders bevorzugt ist es , den in der Hyaluronsauresynthese 
verwendeten Grundbaustein UDP-fl-D-N-Acetylglucosamin an das 
Antigen bzw. bevorzugt an das Peptid zu koppeln. Das heiflt 




besonders bevorzugt ist in der dritten Ausf uhrungsf orm der 
Erfindung das Hyaluronsauref ragment mit einer Grundeinheit . Wie 
vorstehend bereits erlautert, handelt es sich hierbei urn ein 
Aminodisaccharid aus D-Gluconsaure und N-Acetyl-D-glucosamin in 
fll-3-glycosidischer Bindung. UDP-J3-D-N-Acetylglucosamin ist 
kommerziell erhaltlich . 

Die Impfstoffe gemafi der dritten Ausf iihrungs form der Erfindung 
konnen nach Verfahren und mit Zusatzstof f en hergestellt werden, 

•e sie im Stand der Technik prinzipiell bekannt sind. 
sentlich ist nur, dafi die neuen Kombinationen aus Peptid oder 
Antigen, gegebenenf alls mit einem Tragersystem und 
niedermolekularem Hyaluronsauref ragment , das gegebenenf alls 
chemisch modifiziert sein kann, verwendet werden. Es versteht 
sich von selbst, dafi im vorliegenden Fall die chemische 
Modifikation des Hyaluronsauref ragments auch so gewahlt sein 
kann, dafl sich eine geeignete chemische Kopplung an das Antigen 
oder Peptid vorteilhaft durchfuhren laflt. Geeignete chemische 
Modif ikationen und Kopplungs verfahren sind dem Fachmann im 
Prinzip bekannt, und beliebige Verfahren des Standes der 
Technik konnen verwendet werden. 

n erf indungsgemafler Impfstoff gemafl der dritten 
sf uhrungsf orm der Erfindung enthalt z.B. 1 ^g/ml bis 1000 
ng/ml, bevorzugt 10 fig/ml bis 100 jig/ml des Antigens oder 
Peptids, gegebenenf alls mit einem Tragersystem. Eine geeignete 
Tagesdosis an Antigen oder Peptid, gegebenenf alls mit einem 
Tragersystem, ist z.B. 1 ^ig/Tag bis 1000 ng/Tag, bevorzugt 10 
fig/Tag bis 100 ^ig/Tag. Ist die Kopplung zwischen Antigen oder 
Peptid und niedermolekularem Hyaluronsauref ragment bzw. 
chemischer Modifikation davon durch kovalente Bindung erfolgt, 
ist die Konzentration bzw. Tagesdosis des niedermolekularen 
Hyaluronsauref ragments bzw. von dessen chemischer Modifikation 
notwendigerweise gleich der entsprechenden Konzentration bzw. 
Tagesdosis des Antigens oder Peptids, gegebenenf alls mit einem 
Tragersystem. Liegt das niedermolekulare Hyaluronsauref ragment , 



das gegebenenf alls chemisch modif iziert sein kann, und das 
Antigen oder Peptid nicht chemisch gebunden vor, sondern z.B. 
durch gemeinsamen Einschlu/3 in einer Mikrosphare, ist die 
bevorzugte Konzentration des niedermolekularen 

Hyaluronsauref ragments bzw. dessen chemischer Modifikation 
bevorzugt ebenfalls gleich der Konzentration des Antigens oder 
Peptids . 

Mogliche Zusatzstoffe des Impfstoffes sind allgemein iibliche 

•usatzstoffe, z.B. Freundsches Adjuvans. Die Herstellung des 
Jhpfstoffes erfolgt auf im Stand der Technik im Prinzip 
bekannte Art und Weise. 

Das Beispiel erlautert die dritte Ausf uhrungsf orm der 
Erf indung . 

Beispiel 8 

Um eine grofltmogliche Nahe von Vaccin-Peptid und Adjuvans zu 
erreichen, wurde das niedermolekulare Hyaluronsauref ragment 
bzw, der in der Hyaluronsauresynthese verwendete Grundbaustein 
UDP-fi-D-N-Acetylglucosamin (Fragment mit einer Grundeinheit ) 

•rekt an das Peptid gekoppelt. UDP-B-D-N-Acetylglucosamin ist 
s Reinsubstanz bei Oxford Glucosciences erhaltlich und zeigt 
eine ahnliche Wirkung auf dendritische Zellen wie die 
Hyaluronsaure-Spaltprodukte, was sowohl die benotigte 
Konzentration der Substanz wie auch den Grad der Aktivierung 
betrifft. Zur Kopplung wird die allgemein bekannte Umsetzung 
von Aldehyden und Aminogruppen zu Schiffschen Basen genutzt. 

Das Zuc kermoleklil lieqt zu einem qewissen Prozentsatz in seiner 

of f enkettigen Aldehyd-Form vor und geht in waflriger Losung die 
oben genannte Reaktion mit dem Protein ein. 





Zur Stabilisierung des Produkts wird die Verbindung durch 
Zugabe von Natriumborhydrit ( NaBH3 ) reduziert, wodurch unter 
Abspaltung von Wasser eine kovalente Bindung zwischen dem 
Kohlenstof f atom der Aldehydgruppe und dem Stickstof f atom der 
Aminogruppe am Peptid entsteht. 

•r Uberpriifung der Wirksamkeit kann die so hergestellte 
rbindung entweder intra- oder subkutan in 50-100 jaI isotoner 
Kochsalzlosung appliziert werden. Die Peptid-HA Verbindung 
bindet wie zuvor beschrieben an MHC-Molekulen auf der 
Oberflache von Antigen Prasentierenden Zellen z.B. 
dendritischen Zellen und soil gleichzeitig eine Aktivierung der 
Zellen bewirken. Die Verabreichung kann auch intravenos 
erf olgen . 

Bevorzugte Beispiele fur Peptide gegen Tumor- und Virusantigen, 
die in alien erf indungsgemaflen Ausf iihrungsf ormen bevorzugt 
sind, sind in Tabelle 7 aufgelistet: _ _ _ _ _ 



Tabelle 7 



Antigenname : 


Peptidsequenz : 


Targetzelle : 


ME LAN- 1 / MART- 1 

Tyrosinase 

GP-33 


EAAGIGILTV 
AFLPWHRLFL 
KAVYNFATM 


humane s Melanom 
humanes Melanom 
LCM-Virus 



Die erf indungsgemafien Impfstoffe gemafi alien Ausf iihrungsf ormen 

•onnen das Antigen oder Peptid, gegebenenf alls noch mit einem 
beigneten Tragersystem, enthalten. Solche Tragersysteme sind 
z.B. Liposomen und Mikrosomen, die, wie im Stand der Technik 
bekannt ist, aus Phospholipidverbindungen hergestellt werden 
konnen . 
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Patentanspruche 

1) Verwendung von niedermolekularen Hyaluronsauref ragmenten, 
die gegebenenf alls geeignet modifiziert sein konnen, zur 
Herstellung eines Impf stof f es . 

Verwendung nach Anspruch 1, bei der der Impf stof f zur 
Behandlung von Krebserkrankungen einsetzbar ist. 

3) Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, bei der die 
Hyaluronsauref ragmente , die gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein konnen, aus 1 bis 50 Grundeinheiten bestehen. 

4) Verwendung nach Anspruch 3, bei der das 
Hyaluronsauref ragment UDP-J3-D-N-Acetylglucosamin ( Fragment aus 
einer Grundeinheit ) ist. 

5) Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die 
Bdermolekularen Hyaluronsauref ragmente , die gegebenenf alls 
signet chemisch modifiziert sein konnen, zur Anreicherung von 

dendritischen Zellen dienen, die dann als Impfstoff eingesetzt 
werden . 

6) Verfahren zur Anreicherung von dendritischen Zellen, das 
folgende Schritte umfafit: 

a) aus Blut werden mononucleare Zellen gewonnen, 

b) Zellen, die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisen, werden 
angereichert , 



c) die den Ober f lachenmarker CD14 aufweisenden Zellen werden 
in einem Medium kultiviert, das die Zytokine GM-CSF und 
IL-4 beinhaltet, und 

d) die in Schritt c) erhaltenen Zellen werden mit Hyaluron- 
sauref ragmenten, die gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein konnen, kultiviert , -urn die irreversible Ausreif ung 
der Zellen zu dendritischen Zellen zu veranlassen. 

^^^) Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daJi die 
^Bnonuclearen Zellen aus Blut mit Hilfe eines Dichtegradienten, 
^^Lnsbesondere eines Ficoll-Dichtegradienten aus einem 
Leukozytenkonzentrat gewonnen werden . 

8) Verfahren nach einem der Anspruche 6 oder 7, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden 
Zellen mit Hilfe wenigstens eines gegen den Oberf lachenmarker 
CD14 gerichteten Antikorper angereichert werden. 

9) Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden 
Zellen in einem Medium kultiviert werden, das GM-CSF in einer 

•nzentration von 5000 bis 10000 U/ml und IL-4 in einer 
Kzentration von 100 bis 1000 U/ml aufweist. 

10) Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Zellen in Schritt d) mit 
Hyaluronsauref ragmenten kultiviert werden, die 1 bis 
50 Grundbausteine der Hyaluronsaure aufweisen, wobei der 
Grundbaustein ein Aminodisaccharid aus D-Glucuronsaure und N- 
Acetyl-D-glucosamin in pi-3-glycosidischer Bindung ist. 

11) Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Hyaluronsauref ragmente jeweils 1 bis 10 Aminodisaccharide 
aufweisen . 



12) Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet , dafl die den Oberf lachenmarker CD14 aufweisenden 
Zellen zwischen 7 2 Stunden und 7 Tagen in einem Medium 
kultiviert werden, das GM-CSF und IL-4 enthalt. 

13) Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet , dafl die Zellen in Schritt d) fur wenigstens 
4 8 Stunden mit Hyaluronsauref ragmenten kultiviert werden. 

^^^4) Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 13, dadurch 
^^fckennzeichnet , dafl chemisch modifizierte Hyaluronsaure- 
^^ragmente eingesetzt werden, 

15) Angereicherte dendritische Zellen, erhaltlich nach einem 
Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 14 . 

16) Verwendung von angereicherten dendritischen Zellen nach 
Anspruch 15 zur Herstellung eines Impfstoffs. 

17) Verwendung nach Anspruch 16, bei der der Impfstoff zur 
Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt wird. 

•) Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei der 
pfstoff niedermolekulare Hyaluronsauref ragmente, die 
gegebenenf alls geeignet chemisch modifiziert sein konnen und 
ein Antigen oder Peptid, gegebenenf alls mit einem Tragersystem, 
enthalt . 

19) Impfstoff enthaltend ein Antigen oder Peptid, 
gegebenenf alls mit einem Tragersystem und ein niedermolekulares 
Hyaluronsauref ragment, das gegebenenf alls geeignet chemisch 
modifiziert sein kann. 

20) Impfstoff nach Anspruch 19, wobei der Impfstoff fur die 

subkutane, intrakutane oder . intravenose Verabreichung 

hergerichtet ist. 




21) Impfstoff nach Anspruch 19 oder 20, wobei der Impfstoff 
aus einer Formulierung besteht, die das Antigen oder Peptid, 
gegebenenf alls mit einem Tragersys tern und das niedermolekulare 
Hyaluronsauref ragment , das gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein kann, enthalt. 

- 22) - Impfstoff nach — Anspruch -19- oder 20 , wobei der - Impf stof f 
zwei getrennte Formulierungen umfaflt, wobei eine Formulierung 
das Antigen oder Peptid, gegebenenf alls mit einem Tragersystem, 

I enthalt und die andere Formulierung das niedermolekulare 
^aluronsaurefragment, das gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein kann, enthalt. 

23) Impfstoff nach einem der Anspriiche 19 bis 22 zur 
Verwendung bei der Behandlung von Krebserkrankungen. 

24) Impfstoff nach einem der Anspriiche 19 bis 23, wobei das 
niedermolekulare Hyaluronsauref ragment , das gegebenenf alls 
geeignet modifiziert sein kann, aus 1 bis 50 Grundeinheiten 
besteht . 

25) Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei der 

>pfstoff ein System umfaflt, in dem das niedermolekulare 
aluronsauref ragment , das gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein kann, an ein Peptid oder Antigen gekoppelt ist. 

26) System enthaltend ein niedermolekulares 
Hyaluronsauref ragment das gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein kann, gekoppelt mit einem Antigen oder Peptid. 

2 7") System nach Anspruch 2~6~, bei dem das hiedermolekulare 
Hyaluronsauref ragment , das gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein kann, chemisch gebunden an das Antigen oder Peptid 
vorliegt . 



28) System nach Anspruch 26, bei dem das niedermolekulare 
Hyaluronsauref ragment , das gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein kann und das Peptid oder Antigen als separate Molekiile in 
einer Mikrosphare vorliegen. 

29) System nach einem der Anspruche 26 bis 28, bei dem das 
niedermolekulare Hyaluronsauref ragment , das gegebenenf alls 
geeignet modifiziert sein kann, 1 bis 50 Grundbausteine umfaflt. 

0) System nach Anspruch 29, bei dem das niedermolekulare 
aluronsauref ragment , das gegebenenf alls geeignet modifiziert 
ein kann, UDP-fl-D-N-Acetylglucosamin ist (Fragment aus einem 
Grundbaustein) . 

31) System nach einem der Anspruche 26 bis 30, bei dem das 
Antigen oder Peptid mit einem Tragersystem vorliegt. 

32) Impfstoff enthaltend ein System nach einem der Anspruche 
26 bis 31. 

33) Impfstoff nach Anspruch 32 zur Behandlung von 
Krebserkrankungen . 
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Zusammenf assung 

Die Erfindung offenbart die Verwendung von niedermolekularen 
Hyaluronsauref ragmenten, die "gegebenenf alls geeignet 

modifiziert sein konnen, zur Herstellung von Impf stof fen. Die 
Impfstoffe sind besonders geeignet zur Bekampfung von 
rebserkrankungen. tiberraschend wurde gefunden, daJ3 
edermolekulare Hyaluronsauref ragmente , die gegebenenf alls 
geeignet modifiziert sein konnen, sowohl zur Herstellung von 
ausgereiften dendritischen Zellen verwendet werden konnen, als 
auch direkt mit Antigenen oder Peptiden oder Tragersystemen als 
Adjuvans in Impf stof fen eingesetzt werden konnen. Ebenfalls 
moglich ist eine Kopplung der niedermolekularen 
Hyaluronsauref ragmente, die gegebenenf alls geeignet modifiziert 
sein konnen, mit einem Antigen, Peptid oder Tragersystem . Das 
gekoppelte System kann dann vorteilhaft als Impf stof f, 
insbesondere zur Behandlung von Krebserkrankungen, eingesetzt 
werden . 

* 



